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RESUMO 
 
 Enfermidades são um dos principais entraves para o desenvolvimento da piscicultura.  
Os objetivos deste projeto são padronizar as metodologias para extração de DNA de amostras 
de tilápia e fitoplâncton, desenvolver iniciadores de genes constitutivos (tilápias e fitoplâncton) 
e de algumas enfermidades virais e bacteriológicas de tilápias.. A extração de DNA de 
brânquias foi padronizada e utilizada para PCR. Iniciadores foram desenhados para o gene β-
actina e testados. Os resultados obtidos foram a padronização da extração do DNA de 
brânquias, utilização do iniciador TILACT02 para PCR do gene β-actina, utilizando o 
protocolo proposto neste projeto, com 3 mM de MgCl2 e temperatura de anelamento 51°C. 
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ABSTRACT 
 
Diseases are one of the main obstacles to the development of fish farming. The objectives of 
this project are to standardize methodologies for DNA extraction from tilapia and 
phytoplankton samples, to develop constitutive gene initiators (tilapia and phytoplankton) and 
some viral and bacteriological diseases of tilapia. DNA extraction from gills was standardized 
and used for PCR. Primers were designed for the β-actin gene and tested. The results obtained 
were the standardization of DNA extraction from gills, using the TILACT02 primer for PCR 
of the β-actin gene, using the protocol proposed in this project, with 3 mM MgCl2 and 
annealing temperature 51 ° C 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
 Em 1997 surge o Programa de Produção para a Piscicultura Integrada Peixe-Suíno, o 
MAVIPI – Modelo Alto Vale de Piscicultura Integrada. Neste sistema o cultivo de tilápias é 
realizado consorciado a outras espécies de peixes, em viveiros de terra sem renovação de água, 
com aeração e adubação com dejetos de suínos, (SOUZA, 2007). O fitoplâncton atua na 
quebra de matéria orgânica e ciclagem de nutrientes (NIU et al., 2011). 
 No cultivo de tilápias, as bactérias Aeromonas spp., Vibrio anguillarum,  Streptococcus 
spp., entre outras são frequentemente isoladas de surtos de mortalidades (PLUMB, 1999; 
MORAES & MARTINS, 2004). Em relação às doenças virais, destaca-se a Linfociste ou 
Iridovirus (WHITTINGTON et al., 2010). O controle biológico tem se mostrado uma 
ferramenta útil, envolvendo o uso de bactérias probióticas, capazes de estimular respostas ao 
sistema imune, possíveis efeitos antivirais, melhora da função digestiva e da nutrição e 
melhoras na qualidade de água (SCHULZE et al., 2006; VERSCHUERE et al., 2000). 
 As técnicas de biologia molecular propiciaram uma melhora significativa na eficiência 
e qualidade do diagnóstico de enfermidades de peixes. Devido à especificidade dos primers e 
agilidade a PCR é a ferramenta molecular mais utilizada para o diagnóstico de doenças em 
animais, seres humanos e plantas (PERERA et al., 2011; FIGUEIREDO & LEAL, 2008). 
 Neste contexto, o objetivo deste projeto é padronizar as metodologias para extração de 
DNA de amostras de peixe e fitoplânton, desenvolver iniciadores de genes constitutivos 
(tilápias e fitoplâncton) e de algumas enfermidades virais e bacteriológicas de tilápias. 
 
METODOLOGIA 
 
 A realização da extração de DNA seguiu o protocolo adaptado de Maciel (2002), 
modificado por Moser (2005). As amostras de brânquias de tilápia utilizadas foram obtidas da 
coleção do Laboratório de Genética do IFC – campus Rio do Sul. As amostras de DNA 
genômico foram observadas em gel de agarose 1%. 
 A PCR foi realizada utilizando os seguintes regentes e concentrações: tampão de PCR 
(1x), dNTP’s (200 µM de cada), os iniciadores (0.1-0.5 µM para cada) e a enzima Taq 
  
polimerase (0.025 unidades/ µl). As reações foram realizadas no termociclador nas seguintes 
condições: 1:30 minutos sob temperatura de 94º C, 1 minuto a 50º C e 1 minuto a 72º. Este 
ciclo é repetido 35 vezes. Para a padronização das condições ideais de PCR, algumas 
alterações no protocolo foram realizadas: temperaturas de anelamento de 51°C e 52°C, e 
concentrações de MgCl2 de 2 mM e 4 mM. Os resultados das PCRs foram observados em gel 
de agarose 2%. 
 Foram confeccionados Iniciadores para a amplificação do gene da β-actina, que por 
ser um gene constitutivo é usado para avaliar a viabilidade da PCR. Três iniciadores foram 
desenhados, o primeiro seguiu a sequência utilizada por Selim & Reda (2015) foi denominado 
“ACT”. Os outros dois foram desenhados com base em uma sequência depositada no 
GenBank (AY116536.1), utilizando o programa Primerquest. Estes iniciadores foram 
denominados: “TILACT01” e “TILACT02”. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 A extração de DNA seguindo o protocolo proposto por Maciel (2002) adaptado por 
Moser (2005)., apresentou amostras integras. Assim a utilização deste protocolo foi 
padronizada para uso em tecido de brânquias de tilápia. 
 O iniciador “ACT’ desenhado segundo Selim & Reda (2015), não se mostrou eficiente 
para a amplificação do DNA das brânquias, já aqueles desenhados utilizando o programa 
PrimerQuest apresentam amplificação, com bandas íntegras. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Gel de agarose 2%, com produtos amplificados por PCR de DNA de brânquias de tilápia, a esquerda o 
iniciador utilizado foi o TILACT01 e na direita o TILACT02. 
 
  
 Na imagem acima é possível visualizar os resultados obtidos através de PCR’s com 
iniciadores diferentes, para ambos as amostras de DNA utilizadas foram as mesmas. A 
esquerda da figura estão as amostras que utilizaram o iniciador TILACT01 e a direita o 
TILACT02, os produtos esperados são 559 pb e 218 pb respectivamente. A utilização do 
iniciador TILACT02 foi padronizada, já que este amplifica bandas de aspecto superior, com 
produto de tamanho esperado. 
 
 
 
 
Figura 2: Gel de agarose 2% com produtos amplificados por PCR de DNA de brânquias de tilápia, com iniciador 
TILACT 02, utilizando a distintas doses de MgCl2. 
 
  Na Figura 2 é possível observar a influência das doses de MgCl2, A, B, C e D refere-
se a distintas amostras de DNA e os números 1, 2 e 3 às concentrações de 2mM, 4 mM e 3mM. 
Considerou-se a concentração de 3mM de MgCl2 como o melhor resultado.   Padronizou-se a 
utilização de 3 mM de cloreto de magnésio por amostra. 
 
  
 
 
 
Figura 3: Gel de agarose 2% com amostras de DNA de brânquias de tilápia amplificadas por meio de PCR’s para 
o gene constitutivo (iniciador TILACT 02), submetidos a distintas temperaturas de anelamento. 
 
 A imagem acima demostra a influência da temperatura no estágio de anelamento, nas 
amostras 1, 2 e 3 foram utilizados respectivamente 50°C, 51°C e 52°C. A denominação A, B, 
C e D é referente a distintas amostras. Considerou-se que o melhor resultado foi obtido nas 
amostras 2, amplificadas com 51°C. Padronizou-se esta temperatura então, para a 
amplificação do gene da β-actina. 
 
 
 
 
  
CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 Foram padronizadas as condições de extração de DNA e PCR do gene constitutivo β-
actina em amostras de brânquias de tilápias. Utilizando os protocolos propostos neste projeto, 
com iniciador TILACT02, 3mM de cloreto de magnésio e 51 ºC de temperatura de anelamento. 
Devido a dificuldades encontradas durante as padronizações não foi possível realizar todos os 
objetivos propostos inicialmente. Para continuidade é interessante desenhar e testar 
iniciadores do Iridovirus, assim como de genes constitutivos de bactérias com ação probiótica 
e patogênica, Possibilitando o diagnostico precoce de enfermidades associadas ao sistema 
MAVIPI, assim como, de potências microrganismos probióticos. 
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